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RESUMO

O cancer ¢ uma das principais causas de morte no mundo e ¢ uma barreira para o aumento
da expectativa de vida mundial. Entretanto, ndo se pode trata-lo como uma doenca
homogénea. O cancer de mama, principal tipo de cancer emergente nos ultimos anos,
apresenta origens diversas e diferentes classificacdes, sendo influenciado diretamente no
prognostico da doenga. O gene TP53 que possui 19.070 nucleotideos (ID:7157) e codifica
uma proteina de 393 aminoacidos (ID: AAH03596.1), ¢ descrito como guardido do
genoma devido a suas fungdes de supressor tumoral. Para o gene sdo descritas diversas
alteragdes, principalmente nos éxons 5, 6, 7 ¢ 8, enquanto para a proteina as alteragdes
resultam, geralmente, na perda da sua funcdo. Cita-se também o gene ERBB2 que
apresenta 40.565 nucleotideos (ID:2064) e codifica uma proteina de 1255 aminoacidos
(ID: BDG00824.1), sendo encontrado superexpresso em cancer HER2+, resultando no
aumento da captacdo de estimulos extracelulares e induzindo maior proliferagao celular.
Podemos concluir que, apesar dos genes TP53 e ERBB2 nao participarem diretamente da
mesma via de sinalizagdo celular, as mutacdes em 7P53 acarretam na piora do
prognostico do cancer de mama, ja que a célula hiperestimulada a se dividir (devido ao
aumento na expressao de ERBB?2), perde seu principal mecanismo de controle da
integridade celular e do DNA, acarretando na instabilidade gendmica e acumulando mais

danos genéticos com o passar das geragdes celulares.

Palavras-chaves: tumor protein 53; ERBB2; Bioinformdtica; Marcador genético

molecular; Neoplasia; Supressor tumoral; Mutagao.
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1 INTRODUCAO

O cancer ¢ a principal causa de morte e se configura como uma importante barreira
para o aumento da expectativa de vida em todos os paises do mundo (BRAY etal., 2021) e
de acordo com Garraway e Lander (2013), cancer ¢ denominado como a “doenca do
genoma”, ja que ocorre diante da proliferacdo de clones de células alteradas e detentoras
de modifica¢des no seu genoma.

O actimulo de danos genéticos em proto-oncogenes ativados e genes supressores
de tumor inativados ¢ a for¢ca motriz na evolugdo de uma célula normal para uma célula
malignisada. Por exemplo, tanto a ativa¢do de oncogenes, quanto a inativagdo de varios
genes supressores, incluindo 7P53, foram observadas no desenvolvimento de diversos
tipos de tumores de colon e pulmao humanos (ANDERSON et al., 1992).

A proteina supressora tumoral TP53 ¢ uma das principais reguladoras de varias
vias de sinalizacao (Figura 1) e do destino celular (apoptose, diferenciagdo, entre outros).
Como resposta a diversos estressores, como danos ao DNA e ativagdo de oncogenes, a
TP53 sofre modificagdes pos-traducionais que levam a sua ativacdo, estabilizagcdo e
acimulo na célula. A atividade supressora de tumor de TP53 estd, preferencialmente
atribuida a regulacdo transcricional outros genes que estdo envolvidos em diversos
processos celulares, como parada do ciclo celular, apoptose, senescéncia, reparo de DNA
e diferenciagado (MOLCHADSKY et al., 2010; BIEGING; MELLO; ATTARDI, 2014).
Em quase 50% dos canceres humanos, o gene 7P53 esta mutado e, em muitos dos casos
restantes, onde o alelo selvagem (TP53WT) ¢é retido, outros componentes da via em que

a proteina atua, possuem alteracdes (AYLON; OREN, 2011).
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Figura 1: Mecanismos ¢ vias da TP53. Fonte: Adaptado de Bieging, Mello ¢ Attardi (2014).

O cancer de mama ¢ o mais frequente, superando o cancer de pulmao, com
estimativa mundial de 2.261.419 novos casos e 684.996 novas mortes no ano de 2020
(SUNG et al., 2021). De acordo com os dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA,
2019), sao estimados cerca de 66 mil novos casos de cancer de mama feminina no Brasil,
por ano, no triénio 2020-2022, sendo que foram registadas 17.825 mortes apenas no ano
de 2020 (INCA, 2021).

Existem diversas abordagens para o tratamento do cancer de mama e dentre os
parametros considerados estd a estratificagdo histoldgica. Segundo a OMS, lesdes
precursoras de cancer de mama podem ser classificadas em Carcinoma Lobular in situ
(LCIS) e Carcinoma Ductal in situ (DCIS) (SINN; KREIPE, 2013). O LCIS, também
conhecido como neoplasia lobular, ¢ considerado raro entre os canceres de mama in situ,
e se configura como uma condi¢do benigna em que as células ficam restritas aos lobulos

da mama, podendo ainda ser subclassificados em: LCIS cldssico, menos agressivo, €
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LCIS pleomorfico, mais agressivo e com maior capacidade de invasdo (GIULIANO et

al., 2017; MASANNAT et al., 2018).

Por outro lado, o DCIS ¢ considerado como precursor de um cancer mais invasivo
e as células alteradas ficam restritas ao ducto de leite (COLLINS et al., 2005; ALLRED,
2010). De 20 a 53% de casos de DCIS podem evoluir para um carcinoma ductal invasivo
(IDC), no qual as células alteradas estdo dispersas em outras regides do tecido mamario
(SANDERS et al., 2015). Geralmente, o protocolo adotado para mulheres com DCIS
consiste em remogao cirurgica seguida de sessdes de radioterapia uma vez que ndo é
possivel prever a progressao para IDC (SHAH et al., 2016).

Por meio de analise imunohistoquimica pode-se classificar diferentes subgrupos
de cancer de mama com elevada relevancia clinica, de acordo com a marcagao para o
receptor de estrogénio (ER), o receptor de progesterona (PR) e o receptor 2 do fator de
crescimento epidermal humano (HER2). Ja os subgrupos sdo luminal A, com elevada
expressao de ER e PR e negativo para HER2; luminal B (HER2-), com baixa expressao
de ER e/ou PR e negativo para HER2; luminal B (HER2+), com baixa expressdao de ER
e/ou PR e positivo para HER2; nao luminal (HER2+), negativo para ER e PR e positivo
para HER2, e o triplo negativo (TNBC), negativo para ER, PR e HER2 (HARBECK et
al., 2019). Segundo Ren et al. (2019) a taxa de mortalidade pelo cancer de mama ¢
variavel em relagdo aos subtipos, sendo o HER2+ o responséavel pelo maior namero de
mortes, seguido dos subtipos TNBC, luminal A e luminal B.

Os subtipos moleculares do cancer de mama estdo relacionados a diferentes
progndsticos, os quais estdo relacionados a sobrevida da paciente, além de determinar o
curso clinico ou mesmo a possibilidade de recidiva da doenca. Ha 15 anos a American
Society of Clinical Oncology recomendou que os niveis de HER2 deveriam ser
determinados em todos os casos de cancer de mama invasivo, tornando esta proteina um
relevante marcador tumoral de sobrevida, além de um preditivo biomarcador para

resposta potencial a terapias (WOLFF et al., 2014; 2018).
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O gene ERBB?2, considerado um proto-oncogene, codifica a proteina HER2. Esta

¢ pertencente a familia HER (fator de crescimento epidermal humano), uma proteina
transmembrana que atua juntamente com as outras proteinas da mesma familia, captando
sinais extracelulares e transmitindo moléculas indutoras de crescimento do tecido,
diferenciagdo e sobrevivéncia para o nucleo celular (YARDEN, 2001). A proteina HER2
estd ligada a manutencdo da homeostase de crescimento e desenvolvimento do tecido
mamario, entretanto, em casos de cancer HER2+, onde a expressdo de HER2 ¢ alterada,
sdo observados casos de tumores com crescimento rapido, metastases e invasao de tecidos
adjacentes (Figura 2). Esses processos estao relacionados com a agressividade do tumor
e resultam em uma diminui¢do consideravel na sobrevivéncia desse tipo de cancer

(SLAMON et al., 1987; 1989).
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Figura 2: Diferenca de resposta celular na expressdo normal e superexpressao de

HER2. Fonte: Adaptado de Yarden (2001).

Os fatores de crescimento sdo polipeptideos que estimulam a proliferacao das
células e podem apresentar papel crucial na carcinogénese. O receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR) ¢ uma das quatro proteinas receptoras do fator de
crescimento transmembranar que compartilham semelhangas estruturais e funcionais. O
primeiro EGFR descrito foi uma glicoproteina composta de um dominio extracelular, uma

regido transmembrana e outra intracelular (YARDEN; SLIWKOWSKI, 2001). De
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maneira geral, os EGFR quando estimulados por seus ligantes sdo dimerizados e

fosforilados, desencadeando na transdu¢do de sinais que resultam na proliferacdo de
células tumorais e ndo tumorais. Estudos relacionam a expressao de HER2 a uma maior
agressividade em diversos tipos tumorais, mediando diferentes processos que
desencadeiam desde a progressao do tumor até processos de angiogénese (SALOMON et
al., 1995; ROMAN-ROSALES et al., 2018).

O gene TP53 ¢ encontrado mutado em uma ampla variedade de canceres humanos
e as fungdes da proteina TP53 de tipo selvagem (P53wt) sdo frequentemente
comprometidas em muitos tipos de canceres. Estas mutacdes localizadas no gene 7P53
em células tumorais ocorrem no dominio de ligagdo ao DNA entre os residuos de
aminoacidos 102-292, levando a perda de fungdo da proteina TP53 (supressdo tumoral),
passando a ter papel mutante recebendo propriedades oncogénicas o que resulta na
geragdo de tumores mais agressivos € moveis (BAUGH et al., 2018), como no caso do
cancer de mama HER2+.

Diante do acima exposto e considerando que os genes 7P53 e HER2 podem
influenciar no aparecimento e progressao de tumores agressivos € metastaticos,
considera-se fundamental compreender o comportamento, localizagdo e composi¢ao dos

mesmos e investigar a atuagdo deles no progndstico de cancer de mama HER2+.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Analisar a influéncia de alteragdes no gene 7P53 com o prognoéstico de cancer de

mama HER2+.

2.2 Objetivos especificos

- Descrever a localizagdo e a composi¢ao dos genes 7P53 ¢ ERBB2;

- Caracterizar bioquimicamente as proteinas associadas com a expressdo dos
genes TP53 e ERBB2;

- Predizer a localizacao celular das proteinas TP53 ¢ HER2;

- Investigar as principais alteragdes no gene 7P53 relacionadas com a piora do

prognostico de cancer de mama do tipo HER2+.
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3 METODOLOGIA

O presente estudo foi realizado baseando-se em revisao bibliografica e no uso de
ferramentas de biologia computacional para obten¢do de dados genéticos e bioquimicos
dos genes e proteinas traduzidas por 7P53 e ERBB2. Para tanto, a revisao da literatura foi
realizada utilizando-se as bases de dados Google Scholar, SciELO, PubMed e Periddicos
Capes (Figura 3), tendo como entrada os seguintes descritores: “TP53”, “P53”, “HER2”,
“ERBB2”, “mutacdo”, “tumor”, “cancer humano”, “cancer de mama” ¢ secus

correspondentes em inglés, além do termo “AND” para otimizar a busca de dados.
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Figura 3: Esquema mostrando os mecanismos de busca utilizados para encontrar os artigos para

revisdo bibliografica e os bancos de dados e programas utilizados para analisar e verificar os

dados encontrados. Fonte: O autor.

A sequéncia dos residuos de aminoéacidos da TP53 de Homo sapiens no formato
FASTA, assim como a sequéncia de nucleotideos e a localizagdo cromossdmica do gene
TP53 de H. sapiens foram obtidas a partir dos bancos de dados National Center of
Biotechnology Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e UniProt

Knowledgebase — (UniProtKB) (https://www.uniprot.org/), e por meio deste ultimo as
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informagdes sobre funcdo, taxonomia, patologia, interacdes, expressdo, processamento,

familia e dominios também foram levantadas.

A caracterizacdo molecular da proteina e frequéncia dos aminoéacidos que
compdem a TP53 e HER2 foram reveladas por meio da ferramenta ProtParam
(https://web.expasy.org/protparam/) e do banco de dados Expasy. Pelo Predict Secondary
Structure (PsiPred) (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/), a estrutura secundaria foi predita,
incluindo a composi¢do de arranjos e polaridade dos aminoacidos, e para fins de
validagdo, a estrutura secundaria também foi obtida no AlphaFold - Protein Structure
Database (https://alphafold.ebi.ac.uk/).

A plataforma The Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org) foi
acessada para demonstrar a expressao diferencial de RNA e proteina em tecidos e células
de humanos para ambos os alvos do presente estudo. A predi¢do da localizagao celular da
proteina TP53 foi obtida e validada  pelo software Protter
(https://wlab.ethz.ch/protter/start/).

Por fim, considerou-se o mapa de sinalizacdo do cancer HER2+ obtido no Kyofo
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) (https://www.kegg.jp) e a participagdo de

TP53 no progndstico da doenca, associados aos dados levantados na literatura.
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4 RESULTADOS

O gene TP53 em H. sapiens (NCBI Gene ID: 7157) esta localizado na regido p13.1 do braco curto do cromossomo 17 (Figura 4), e ¢ composto de 11
éxons que determinam a expressdo da proteina nuclear TP53. A primeira descricdo da proteina expressa por este gene foi feita em 1970 em extrato de

oncoproteinas do virus SV40 e atualmente sabe-se que o gene 7P53 possui aproximadamente 20 kb (ANDRADE et al., 2016).
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Figura 4: Representagdo do cromossomo 17, em destaque as regides codificadoras dos genes TP53 (A) e ERBB2 (B). Fonte: Adaptado de ENSEMBL (2022a) ¢
ENSEMBL (2022b), respectivamente.

A analise transcriptomica do gene 7P53 (Figura 5) demonstra sua expressao diferencial em 27 tecidos/6rgaos humanos, sendo a majoritaria em linfonodos
€ a menor no pancreas.
Os dados de expressao foram validados por meio do The Human Protein Atlas, o qual demonstra que 7P53 estd mais expresso no timo € em menor taxa

na retina (Figura 6).
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Figura 5: Analise transcriptomica do gene TP53 de Homo sapiens em 27 diferentes tipos de tecidos e drgdos expresso em RPKM (reads per kilobase por milion mapped

reads), sem especificagdo do estagio de desenvolvimento. Fonte: Adaptada de NCBI (2022a).
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Figura 6: Expressao do gene TP53 de Homo sapiens em diferentes tecidos e tipos celulares do sangue expresso em n'TPM (number of transcripts per million). Fonte:

Adaptada de The Human Protein Atlas (2022a).

A proteina TP53 apresenta em sua constituicdo uma cadeia polipeptidica de 393 aminoacidos (Tabela 1 e Figura 7), cinco dominios e dois sinais de

localizagdo subcelular, sendo um nuclear (Nuclear localization signal - NLS) e outro de exportacdo nuclear (Nuclear export signal - NES) (ZAMBETT]I et al.,

1992; FETT-CONTE; SALLES, 2002; WANG; EL-DEIRY, 2004).



Tabela 1: Caracteristicas da proteina TP53, incluindo c6digos de acesso, nome de descrigdo e sequéncia de aminoacidos no formato FASTA

Codigo de acesso

Titulo

Sequéncia de aminoacidos (1255 aa)

NCBI: AAH03596.1
UniProtKB: P04637

Tumor protein p53
[Homo sapiens]

>AAH03596.1 Tumor protein p53 [Homo sapiens]
MEEPQSDPSVEPPLSQETFSDLWKLLPENNVLSPLPS
QAMDDLMLSPDDIEQWFTEDPGPDEAPRMPEAAPRV
APAPAAPTPAAPAPAPSWPLSSSVPSQKTYQGSYGFR
LGFLHSGTAKSVTCTYSPALNKMFCQLAKTCPVQLW
VDSTPPPGTRVRAMAIYKQSQHMTEVVRRCPHHERC
SDSDGLAPPQHLIRVEGNLRVEYLDDRNTFRHSVVV
PYEPPEVGSDCTTIHYNYMCNSSCMGGMNRRPILTII
TLEDSSGNLLGRNSFEVRVCACAGRDRRTEEENLRK
KGEPHHELPPGSTKRALPNNTSSSPQPKKKPLDGEYF
TLQIRGRERFEMFRELNEALELKDAQAGKEPGGSRA
HSSHLKSKKGQSTSRHKKLMFKTEGPDSD

Fonte: O Autor. Dados extraidos do NCBI (2022a) e UNiProtKB (2022a).

19
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Val (V): 18 - 4,6% \ / Ala (A): 25 - 6,4%

Tyr (Y): 9 -2,3%
Arg (R): 27 - 6,9%
Asn (N): 14 - 3,6%

Trp (W):4-10% —  \
Thr (T): 22 - 5,6%
Ser(S):38-9,7% ~~__
“4--———* Cys (C): 10 - 2,5%

_— Asp(D):20-51%

Pro (P): 43-109% —

*“‘— GIn (Q): 15 - 3,8%
Glu (E): 30 - 7,6%
Gly (G): 23 - 5,9%
Lys (K): 20 - 5,1% \____— His(H):12-3,1%

Phe (F): 11 -2,8%
Met (M): 12 - 3,1%

Leu (L): 32 - 8.1% J lle (1): 8 -2,0%

Figura 7: Contribuicao (absoluta e percentual) dos aminoacidos da proteina TP53. Fonte: Adaptado de ProtParam utilizando a sequéncia no formato FASTA (NCBI:
AAHO03596.1).

A composicao da TP53 foi analisada utilizando o Psipred, o qual identifica os aminoacidos de acordo com suas caracteristicas (apolares, polares,

hidrofobicos e aromaticos). De acordo com os resultados obtidos, a TP53 € composta majoritariamente por aminoacidos apolares (Figura 8).
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Figura 8: Prevaléncia de aminoacidos polares (vermelho), apolares (laranja), hidrofobicos (verde) e aminoacidos aromaticos (azul) que compdem a sequéncia primaria da

TP53. Fonte: Adaptado de Psipred utilizando a sequéncia no formato FASTA (NCBI: AAH03596.1).
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A estrutura tridimensional da TP53 (Figura 9) foi predita pelo programa

AlphaFold, visto que as estruturas cristalograficas disponiveis no UniProtKB
apresentavam apenas algumas cadeias e/ou a proteina ligada a outras proteinas e ligantes,

dificultando a visualizagdo e alterando a sua conformagao.

Figura 9: Estrutura tridimensional da proteina TP53 predita pelo AlphaFold utilizando o
UniProtKB (P04637). Fonte: UniProtKB (2022a).

A predicao da localizacao da TP53 em relagdo a membrana evidenciou aminoacidos
que passam por modificagdo poés-traducional (verde) e os aminoacidos variaveis
(amarelo) na estrutura da proteina (Figura 10).

O gene ERBB2 (NCBI Gene ID: 2064) também esta localizado no cromossomo 17,
na posi¢ao 17ql12 (Figura 4) e ¢ formado por 35 éxons, aproximadamente 40kb, que
codifica a proteina transmembrana HER2 de 1255 aminoécidos (Tabela 2). A HER2
possui trés grandes dominios, o dominio receptor extracelular, o dominio de ancoragem
intramembranoso ¢ o dominio citoplasmatico de tirosina-quinases, sendo o ultimo
subdividido em outros quatro subdominios e um sinal de localizacdo (COUSSENS et al.,

1985; LOHRISCH; PICCART, 2001; KUYAMA et al., 2014).
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Figura 10: Localizagdo da proteina TP53 em relagdo a membrana celular e a composi¢do de aminoacidos. As regides de modificacdo pos-traducional estdo

destacadas em verde e os aminoacidos variaveis em amarelo. Fonte: Adaptado de Protter utilizando a sequéncia no formato FASTA (NCBI: AAH03596.1).



Tabela 2: Caracteristicas da proteina ERBB2, incluindo codigos de acesso, nome de descrigdo e

sequéncia de aminoacidos no formato FASTA
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Codigo de Titulo Sequéncia de aminoacidos (1255 aa)
acesso
NCBI: Receptor >BDG00824.1 receptor tyrosine-protein kinase erbB-2
BDGO00824.1 | tyrosine-protein | isoform a precursor [Homo sapiens]
UniProtKB: | kinase erbB-2 | MELAALCRWGLLLALLPPGAASTQVCTGTDMKL
P04626 isoform a RLPASPETHLDMLRHLYQGCQVVQGNLELTYLPT

precursor
[Homo sapiens]

NASLSFLQDIQEVQGYVLIAHNQVRQVPLQRLRIV
RGTQLFEDNYALAVLDNGDPLNNTTPVTGASPGG
LRELQLRSLTEILKGGVLIQRNPQLCYQDTILWKDI
FHKNNQLALTLIDTNRSRACHPCSPMCKGSRCWG
ESSEDCQSLTRTVCAGGCARCKGPLPTDCCHEQC
AAGCTGPKHSDCLACLHFNHSGICELHCPALVTY
NTDTFESMPNPEGRYTFGASCVTACPYNYLSTDV
GSCTLVCPLHNQEVTAEDGTQRCEKCSKPCARVC
YGLGMEHLREVRAVTSANIQEFAGCKKIFGSLAFL
PESFDGDPASNTAPLQPEQLQVFETLEEITGYLYIS
AWPDSLPDLSVFQNLQVIRGRILHNGAYSLTLQGL
GISWLGLRSLRELGSGLALIHHNTHLCFVHTVPWD
QLFRNPHQALLHTANRPEDECVGEGLACHQLCAR
GHCWGPGPTQCVNCSQFLRGQECVEECRVLQGLP
REYVNARHCLPCHPECQPQNGSVTCFGPEADQCV
ACAHYKDPPFCVARCPSGVKPDLSYMPIWKFPDE
EGACQPCPINCTHSCVDLDDKGCPAEQRASPLTSII
SAVVGILLVVVLGVVFGILIKRRQQKIRKYTMRRL
LQETELVEPLTPSGAMPNQAQMRILKETELRKVK
VLGSGAFGTVYKGIWIPDGENVKIPVAIKVLRENT
SPKANKEILDEAYVMASVGSPYVSRLLGICLTSTV
QLVTQLMPYGCLLDHVRENRGRLGSQDLLNWCM
QIAKGMSYLEDVRLVHRDLAARNVLVKSPNHVKI
TDFGLARLLDIDETEYHADGGKVPIKWMALESILR
RRFTHQSDVWSYGVTVWELMTFGAKPYDGIPAR
EIPDLLEKGERLPQPPICTIDVYMIMVKCWMIDSE
CRPRFRELVSEFSRMARDPQRFVVIQNEDLGPASP
LDSTFYRSLLEDDDMGDLVDAEEYLVPQQGFFCP
DPAPGAGGMVHHRHRSSSTRSGGGDLTLGLEPSE
EEAPRSPLAPSEGAGSDVFDGDLGMGAAKGLQSL
PTHDPSPLQRYSEDPTVPLPSETDGYVAPLTCSPQP
EYVNQPDVRPQPPSPREGPLPAARPAGATERPKTL
SPGKNGVVKDVFAFGGAVENPEYLTPQGGAAPQP
HPPPAFSPAFDNLYYWDQDPPERGAPPSTFKGTPT
AENPEYLGLDVV

Fonte: O Autor. Dados extraidos do NCBI (2022b) e UniProtKB (2022b).
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A proteina HER2, descrita pela primeira vez em 1981, foi identificada em neuro e

glioblastomas de ratos (SHIH et al., 1981), e pertence a uma familia de proteinas
receptoras tirosina-quinases transmembranas conhecidas como HER ou ERBB. Esta
familia possui quatro proteinas (HER1, HER2, HER3 e HER4) (LOHRISCH; PICCART,
2001).

De acordo com o ProtParam (Figura 11), a HER2 ¢é constituida majoritariamente
por leucina (11%) e, em menor frequéncia, triptofano (1,2%). De acordo com o Psipred,
a proteina HER2 (Figura 12) ¢ constituida de quantidades equivalentes de aminoéacidos

apolares, polares e hidrofobicos.

/ Ala (A): 83 - 6,6%

/ Arg (R): 71 - 5,7%

Asn (N): 41 - 3,3%

Val (V): 83 - 6,6%

Tyr (¥): 35 - 2,8%

Trp (W): 15 - 1,2%

Thr (T): 67 - 5,3% _— Asp (D): 65 - 5,2%

/
Ser (S): 74 - 5,9%

y

Pro (P): 109-87% —

Phe (F): 35 - 2,8%
Glu (E): 77 - 6,1%
Met (M): 23 - 1,8%

Lys (K): 39 - 3,19 Gly (G): 100 - 8,0%

\_— His(H):35-28%

lle (1): 44 - 3,5%

Leu (L): 138-11,0%

Figura 11: Contribuigdo (absoluta e percentual) dos aminoécidos da proteina HER2. Fonte:

Adaptado de ProtParam utilizando a sequéncia no formato FASTA (NCBI: BDG00824.1).

———— Cys (C): 59 -4,7%

- GIn (Q): 62 - 4,9%
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Figura 12: Prevaléncia de aminoacidos polares (vermelho), apolares (laranja), hidrofébicos (verde) e aminoacidos aromaticos (azul) que compdem a sequéncia primdaria da

HER?2. Fonte: Adaptado de Psipred utilizando a sequéncia no formato FASTA (NCBI: BDG00824.1).
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A estrutura tridimensional HER2 (Figura 13) também foi predita pelo programa
AlphaFold. As dificuldades de obtencdo de estruturas cristalograficas foram as mesmas

encontradas para a TP53.

Figura 13: Estrutura tridimensional da proteina HER2 predita pelo AlphaFold utilizando o
UniProtKB (P04626). Fonte: UniProtKB (2022b).

A predi¢ao da localizagdo da HER2 foi obtida por meio do Protter. Alguns
aminodcidos estdo destacados na figura, sendo em vermelho os que constituem o peptideo
sinal, em verde os que passam por modificacdo pos-traducional, em amarelo os varidveis

e em verde fluorescente os unidos por ligacao dissulfeto (Figura 14).
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Utilizando os dados obtidos pelo NCBI de expressdo de ERBB2, nota-se que este gene ¢ mais expresso no rim ¢ menos na medula (Figura 15). Por

outro lado, de acordo com The Human Protein Atlas (Figura 16), a menor taxa de expressdo também ¢ na medula, porém, a maior expressao ¢ no esofago.

RPKM

Figura 15: Analise transcriptomica do gene ERBB2 de Homo sapiens em 27 diferentes tipos de tecidos e 6érgaos expresso em RPKM (reads per kilobase por milion

mapped reads), sem especificacdo do estagio de desenvolvimento. Fonte: Adaptada de NCBI (2022b).
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Figura 16: Expressao do gene ERBB2 de Homo sapiens em diferentes tecidos e tipos celulares do sangue expresso em nTPM (number of transcripts per

million). Fonte: Adaptada de The Human Protein Atlas (2022b).
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Embora as proteinas TP53 e HER2 ndo fagam parte da mesma via, elas atuam sobre a mesma fung¢ao, a divisao celular, portanto afetam o funcionamento
uma da outra (Figura 17). Apo6s a ligagdo do ligante especifico ao receptor HER2, ha a dimerizagao e a internalizagdo deste receptor e, subsequentemente, ira
acontecer a autofosforilagdo dos residuos citoplasmaticos de tirosina quinase, desencadeando na fosforilagdo de outras proteinas, promovendo a transducao de
sinal e a ativagdo de respostas celulares. Quando fosforilado, o receptor HER2 recrutara as proteinas Shc e Grb2, que por meio de Sos, ativara Ras. Em cascata,
ocorrerd a ativacao de Raf (via sinalizagdo de MAPK), levando a fosforilagdo de MEK e ErK1/2, promovendo a expressao de fatores de crescimento com

consequente divisdo celular, regulada pela TP53 (KEGG, 2022).

Luminal A
Luminal B
HER2+
HER2+ Tipo basal / Triplo negative
i | ™ -
-, i P e
] i ! 1 Via de sinalizeio da P53
:‘:|L||:Jr.-.:£m.'s.~:m | She |—I| 7 Hl 303 H| Ras H| Raf Hl WEK |_.'|ERKIJ'2| :
T J Proliferacio D Proliferagio descontrolada
ano 40
EGFR PTERG|{  e—m——— = Sobrevivéncia DNA _O7L" Aumento de sobrevivéncia
Superexpressio \ B Tradugio i DiA Instabilidade genfmica
de EGFR
-—"-PIBK O—"-—-Akt —__"‘-—.‘-mTOR -SﬁK Bl
IGFLR FIF3 "
= - S LEND \  Ciclo celular
O———— . Progressdo do ciclo
- D& celular (G1/8)

Figura 17: Vias de acdo das proteinas HER2 e TP53 em cancer de mama, confirmando a atua¢do em vias distintas, porém ambas regulando a divisdo celular e proliferagéo

do tecido. Fonte: Adaptado de KEGG (2022).
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5 DISCUSSAO

O funcionamento das células ocorre por cascatas de fungdes que tém inicio na
expressao e transcricao genética. A expressao génica causa a diferencia¢do das células e
a transcricao traduz as proteinas para que cada célula exerca sua funcdo, sendo elas
utilizadas para as mais diversas tarefas celular, inclusive para aumentar, diminuir e
possibilitar a expressdo de genes. Isso faz com que genes possam regular outros genes
por meio das proteinas que eles traduzem, formando uma complexa rede de expressao
génica e atuacdo dos mecanismos celulares frente as proteinas produzidas (MUNSKY;
NEUERT; VAN OUDENAARDEN, 2012).

Eventualmente, algum gene regulador pode sofrer alteragdes que modifiquem ou
impossibilitem sua fun¢ao inicial, causando alteracdes na cascata que ele participa. Por
outro lado, existem genes que tem como fungdo principal a manuten¢do da integridade
genética e, quando sofrem alteragdes que impossibilitam sua acdo, as células se tornam
mais propensas a perpetuar alteragdes gendmicas, as quais podem levar a modificagdes
no funcionamento celular e, dependendo da alteragcdo, também podem desencadear o
processo tumorigénico (TORRY; COOPER, 1991).

O cancer ¢ primariamente caracterizado como uma massa de células que se
dividem descontroladamente, entretanto, para que esse comportamento seja possivel €
necessario que a célula manifeste certas caracteristicas. Hanahan e Weinberg (2011)
apresentam dez marcos que devem ser alcancados para que uma célula complete o
processo e se torne uma célula tumoral, a saber: 1) Fuga de supressores de crescimento;
2) Fuga da destruigdo pelo processo imune; 3) Possibilidade da imortalidade replicativa;
4) Inflamagao promovida pelo tumor; 5) Invasdo e metastase; 6) Inducio de angiogénese;
7) Instabilidade gendmica e mutagdo; 8) Resisténcia a morte celular programada; 9)

Desregulagdo da bioenergética celular; e 10) Manutengdo dos sinais de proliferagao.
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Existem diferentes tipos de cancer, cada um com sua particularidade, inclusive

canceres que acometem o mesmo 6rgao apresentam caracteristicas diferentes uns dos
outros. Um exemplo é o cancer de mama que possui sete classificagdes diferentes
relacionadas ao subtipo molecular que expressam. As diferentes classificagdes sdo: tipo
basal (ou triplo negativo), tipo mamario normal, luminal, molecular apdcrino, baixa
expressao de claudina, relacionado ao interferon e o tipo HER2+ (WEIGELT; GEYER;
REIS-FILHO, 2010), objeto deste estudo.

HER?2 ¢ um dos receptores da familia tirosina-quinase (TK), e esta localizado na
superficie da célula (Figura 14), sendo constituido de diferentes dominios: extracelular,
transmembrana e intracelular. O primeiro ¢é responsavel pela interagdo com o seu ligante,
o segundo ¢ constituido de uma uma alfa-hélice hidrofobica e no tltimo ha o residuo com
atividade TK (TIBES; TRENT; KURZROCK, 2005). Receptores acoplados a TK sdo
responsaveis por regular diversos eventos celulares, independente se a célula ¢ tumoral
ou ndo (LEMMON; SCHLESSINGER, 2010). J4 foram descritos cerca de 12 tipos de
ligantes extracelulares como neuregulinas, heregulinas, dentre outros. A interagdo entre
o receptor da familia HER e o seu ligante, resulta em homo ou heterodimerizagao e
consequente fosforilagdo dos residuos de TK, os quais podem atuar como sitios ligantes
para outras moléculas de sinalizagdo que participam de cascatas relacionadas a processos
que favorecem a proliferagio de células tumorais e invasio (YARDEN;
SLIWKOWISKI, 2001; ROSKOSKI, 2004; LEMMON; SCHLESSINGER,

2010).

O cancer HER2+ ¢ caracterizado pela superexpressdo de proteinas HER2 na
membrana plasmatica da célula mamaria, induzindo maior taxa de divisdo de células e
crescimento tecidual. De acordo com a literatura, a superexpressao de HER2 pode ocorrer
devido a amplificacdo (SLAMON et al., 1989) ou pela multiplicagdo (SESHADRI et al.,
1993) do gene ERBB2 no genoma, podendo ser de duas a vinte vezes maior que a

quantidade esperada em células ndo tumorais (SLAMON et al., 1987), gerando aumento
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de até vinte vezes nos niveis da proteina HER2 na membrana da célula (PEGRAM;

KONECNY; SLAMON, 2000). O cancer de mama HER2+ ¢ o mais agressivo, invasivo
e metastatico comparado com outros tipos de canceres de mama (TRAINA et al., 2006),
principalmente quando associado as alteragdes em 7P53, uma vez que este gene regula
diversos mecanismos de supressao tumoral.

Existem genes que regulam atividades de divisdo e controle de ciclo celular: 1)
proto-oncogenes, que codificam proteinas conhecidas como fatores de crescimento,
responsaveis por induzirem o processo de divisdo e diferencia¢do; 2) genes supressores
de tumor, que codificam proteinas que, geralmente regulam negativamente a divisdo
celular; e 3) genes de reparo de danos ao DNA, que impedem o acimulo de mutagdes que
poderiam causar instabilidade gendmica e até mesmo o cancer. Geralmente estes genes
sdo considerados proto-oncogenes, pois, quando em funcionamento ideal, agem na
manuten¢do da homeostase dos processos de divisdo da célula; entretanto, quando um
proto-oncogene apresenta uma alteracdo na sua expressdo ou mutagdo que aumente ou
diminua sua fun¢do, pode ocorrer desse proto-oncogene ndo conseguir regular o ciclo
corretamente, induzindo a carcinogénese, tornando-se assim um oncogene (WILLECKE;
SCHAFER, 1984; TORRY; COOPER, 1991; ANDERSON et al., 1992; CHIAL, 2008).
Tanto o gene ERBB2 quanto o TP53 sdao considerados proto-oncogenes € podem tornar-
se oncogenes em caso de aumento de expressdao ou mutagao, respectivamente.

A proteina expressa pelo gene 7P53 em uma célula ndo tumoral atua como
reguladora do ciclo celular, sinalizadora de dano no material genético, indutora de
apoptose e da senescéncia celular, além de atuar na sinaliza¢do anti-angiogénica,
autofagia e metabolismo antioxidante, tudo isso por meio de sinalizagdo e recrutamento
de outras proteinas (JOERGER; FERSHT, 2016). Em células em que a TP53 perde sua
funcdo sdo geralmente encontradas mutagdes missense (aproximadamente 90% dos casos
de mutacdo) na regido do gene TP53 que traduz a porcao ligante ao DNA, nos éxons 5,

6,7 ¢ 8 (BAUGH et al., 2018. Essas mutagdes fazem com que a proteina TP53 perca sua
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habilidade de ligagdo ao DNA, impedindo que sinalize dano ao material genético e a

parada do ciclo celular, perpetuando e acumulando falhas genéticas nas geracdes
descendentes da célula.

O gene TP53 pode estar amplamente expresso e distribuido no corpo humano,
como na tireoide, testiculo, pele, rim, figado, es6fago, cérebro, pulmao, ovario, estomago,
prostata, medula ossea, entre outros locais (KILLELA et al.,2013; TANDON et al., 2015;
SCHNEIDER et al., 2022) predispondo o aparecimento do cancer em diferentes tecidos
e Orgaos.

Cerca de 60% das neoplasias apresentam como caracteristica mutagdes no gene
TP53, com expressao anormal da proteina TP53. Essa molécula mutante possui vida
média mais prolongada, sendo funcionalmente incapaz de exercer atividade supressora
de crescimento celular e pode ser utilizada como marcador de agressividade tumoral
(PEREIRA; CAMARGO; MEDEIROS-NETO, 2000; JUNIOR; KLUMB; MAIA,
2002).

Geralmente, as mutagcdoes em TP53 sdo divididas em dois grupos. O primeiro
grupo agrupa as mutagdes de contato com o DNA (DBD), as quais afetam os dominios
que estdao envolvidos na ligagdo ao DNA, como P53 R248Q e P53 R273H. O outro grupo
¢ estabelecido com mutagdes conformacionais que distorcem parcialmente ou totalmente
o DBD, como P53 R175H e P53 H179R (STEIN; ROTTER; ALONI-GRINSTEIN,
2019).

Das mutagoes, cerca de 10% delas sao de perda de fung¢dao por meio de mutagdes
nonsense ou frameshift e dele¢des, enquanto o restante inclui mutagdes missense que
produzem uma proteina com significativas alteragdes. Esta perda de funcdo gera
mutagdes que reduzem a capacidade da proteina mutante ligar-se especificamente a
sequéncia que interfere na transcricdo de genes regulados por TP53. Entre os canceres
humanos com mutagdes TP53, a maioria € missense com alelos mutantes TP53 idénticos

em todas as copias do cromossomo 17 (BAUGH et al., 2018). Ainda, podem ocorrer
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mutagdes no gene 7P53 que induzem fungdes pro-oncogénicas na proteina traduzida,

denominada de TP53 mutante com ganho de fungdo. Geralmente este ganho de fungdo ¢é
definido por alteragdes que aumentam ou diminuem o recrutamento de outras proteinas
pela TP53 (DARB-ESFAHANI et al., 2016; STEIN; ROTTER; ALONI-GRINSTEIN,
2019).

Embora algumas respostas celulares especificas dependam do funcionamento da
TP53 como ativadora de transcricdo e da indugdo de alguns genes alvo, a cascata de
supressao tumoral ainda permanece ndo resolvida (BIEGING; MELLO; ATTARDI,
2014). O modelo mais antigo para explicar o mecanismo relacionado a atividade
supressora de tumor de TP53 foi baseado na descri¢do de 7P53 como o “guardido do
genoma”. Neste modelo, TP53 induz parada transitoria do ciclo celular G1 em resposta a
sinais de dano ao DNA, permitindo que as células reparem seus genomas antes de
prosseguirem pelo ciclo celular, limitando assim a propagacdo de mutagdes
potencialmente oncogénica (LANE, 1992).

As mutacdes na maioria dos supressores tumorais acarreta na inviabilidade de
produgdo das proteinas, proteinas truncadas e at¢ mesmo instaveis. Por outro lado, sabe-
se que a TP53 adquire mutagdes missense que levam a produgdo de uma proteina de
comprimento normal e que tende a se acumular em células tumorais (ROTTER, 1983;
BARTEK et al., 1991). As mutagdes missense mais comuns acometem seis aminoacidos
“hot-spot”, sendo a maioria delas encontrada no DBD de TP53 e anula sua atividade
transcricional (STEIN; ROTTER; ALONI-GRINSTEIN, 2019).

Em relagdo aos carcinomas HER2+, nos casos em que a TP53 € encontrada no seu
tipo selvagem (P53wt), ela cumpre seu papel de identificar a superexpressao de HER2,
inibe o ciclo celular e induz apoptose. Entretanto, em caso de mutagdo no gene 7P53
ocorre menor taxa de interrup¢do no ciclo e mais células permanecem com capacidade
proliferativa (CASALINI; BOTTA; MENARD, 2001). Mutagdes no gene TP53,

independente da regido acometida, podem acarretar na perda de fungao da proteina e esta



37
alteracdo resulta no mesmo progndstico para todos os canceres HER2+ (DARB-

ESFAHANI et al., 2016).

Assim como a TP53, a proteina HER2 esta relacionada com a regulagdo do ciclo
celular, atuando como indutora de divisdo celular e crescimento do tecido, juntamente
com as outras proteinas da familia HER, formando heterodimeros que captam sinais
quimicos de fora da célula e liberam moléculas indutoras de divisdo celular que sdo
levadas para o nucleo. Em células tumorais mamarias HER2+, o gene ERBB2 ¢
encontrado superexpresso ou com diversas copias no cromossomo em 35% dos casos de
cancer de mama, ocasionando na superpopulacdo de receptores HER2 na membrana,
aumentando a sensibilidade a sinais quimicos extracelulares, que resultam em divisdo
celular. O resultado final s3o tumores com crescimento acelerado, alta agressividade e
atividade metastatica (PAULETTI et al., 1996; YARDEN, 2001; HICKS; KULKARNI,
2008; THE CANCER GENOME ATLAS NETWORK, 2012; DARB-ESFAHANI et al.,
2016).

Os receptores da familia HER sdo fundamentais no crescimento e
desenvolvimento de 6rgaos e sistemas. Por outro lado, no cancer de mama HER2+, este
receptor esta associado ao prognostico desfavoravel e aumento do risco de recidiva. Este
subtipo molecular corresponde a cerca de 20% dos casos e as mulheres portadoras desta
alteragdo possuem o pior prognostico (WOLF et al., 2014).

Em casos de cancer HER2+ com P53wt, a superexpressao do gene ERBB?2
costuma ser reduzida quando comparado com casos de cancer HER2+ e com expressao
de TP53 mutante. Geralmente, células neoplasicas com P53wt sofrem apoptose apos a
parada do ciclo celular (CASALINI; BOTTA; MENARD, 2001). Em canceres HER2+ a
combinag¢do da superexpressdo com mutagdo em 7P353 que cause perda de fungdo ocorre
em mais de 50% dos casos, e potencializa a agressividade, invasibilidade, capacidade

metastatica e, muitas vezes, piora o prognéstico de mortalidade aumentando em 69%
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(Hazard Ratio de 1,69) quando comparado com cancer HER2+/P53wt (SILWAL-

PANDIT et al., 2014; DARB-ESFAHANI et al., 2016).

A indugdo na formagdo de cancer HER2+ a partir de mutantes de TP53 (P53
R248Q e P53 R273C) ocorre devido a ligagdo dos mutantes na regido promotora do gene
ERBB2, induzindo a acetilagio das histonas e aumentado a expressdo do gene (ROMAN-

ROSALES et al., 2018).
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6 CONCLUSOES

O cancer de mama ja se tornou o tipo mais comum de cancer em diversas partes
do mundo, fazendo com que seja cada vez mais importante o estudo e a criacao de terapias
para combaté-lo. Entretanto, cada tipo de cancer de mama apresenta particularidades e
dificuldades, sendo necessarios tratamentos diferentes dependendo da classificagdo.

Apesar das proteinas HER2 e TP53 ndo fazerem parte da mesma cascata de
ativacao intracelular, elas atuam sobre processos semelhantes, especialmente a regulagio
da divisao celular, podendo assim afetar o funcionamento uma da outra (mesmo que
indiretamente).

Os progndsticos dos tipos moleculares de cada cancer de mama podem ser
agravados por diversos fatores, como visto neste trabalho. O cancer de mama HER2+ ¢
uma neoplasia mais agressiva e movel e pode ocorrer sem a necessidade de alteracdes em
TP53. Porém, quando combinada com uma mutacdo missense no gene TP353,
potencializam-se os danos e o prognostico piora, sendo possivel analisar estatisticamente
a diferen¢a na mortalidade de canceres de mama HER2+/P53wt e HER2+/P53 mutante.
Todavia ¢ preciso ressaltar que mutagdes em 7P53 facilitam o aparecimento e a
perpetuacdo de alteragdes na expressao de HER2, assim como em outros genes e
proteinas, entdo a deteccao de TP53 mutante pode ser um sinal de alerta para o inicio do
processo tumoral.

Embora os métodos para obtengdo do perfil de expressao do gene ERBB2 e da
proteina  HER2 sejam uma forma classificar os carcinomas mamarios, estes
procedimentos sdao de custo elevado. De acordo com os dados obtidos neste trabalho e
com a literatura especializada, ressalta-se a necessidade do diagnostico do cancer de
mama de forma precoce, além de avaliar as possiveis alteragdes em 7P53 com o objetivo

de oferecer as pacientes melhores perspectivas de sobrevida e tratamento.
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